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Bescheinigung 

Die immundiagnostik GmbH in Bensheim/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Multifunktionelles Vitamin-D3-Konjugat" 

am 25. Juni 1998 beim Deutschen Patent- und l^flarkenamt eingereicht. 

Die angeheneten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unteriagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufg die Symbole 
C 07 C. C 07 D und G 01 N der Intemationaien Patentkiassifikation erhalten. 
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Multif unktionelles 25 -Hydroxy- Vitamin-D ^ -Koniuaat: und 
Verfahren zur Bestimmung von 25-Hvdroxv- und 1,25- 
Dihvdroxy-Vitamin-D -^ 



Die Erfindung betrifft ein 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat , 
ein Verfahren zu seiner Herstellung sowie Verfahren zur 
Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D3 in 
10 Seren. 

Die europaischen Patentschrif ten 0 312 360 und 0 363 211 
beschreiben verschiedene ^^^lod-markierte la- oder 24R,25-Di- 
hydroxy-Vitamin-Dj-Aminosaurederivate und deren Verwendung 

15 in kompetitiven Bindungsstudien . Gegeniiber ^^P- oder ^H- 
markierten Derivaten besitzen die ^^^I -markierten Vitamin-Da- 
Derivate eine hohere spezifische Aktivitat, so dass die 3e- 
stimmungen genauer werden. Nachteilig an radioaktiven Deri- 
vaten ist deren aufwendige Herstellung, Eine Markierung mit 

20 ^^'I fuhrt zudem haufig zu einer starken Veranderung der 
dreidimensionalen Molekulstruktur , so dass sich die spezi- 
fischen Bindungseigenschaf ten des Proteins verandert . vrei- 
. tere Nachteile einer radioaktiven Markierung sind die hohen 
Kosten fur Lagerung und Transport sov/ie fur die Entsorgung 

25 derAbfalle, abgesehen Gesundheits- und Umweltaspekten. Hin- 
zu kommt die begrenzte Haltbarkeit der markierten Molekule 
wegen der Halbwertzeit , insbesondere die geringe Bestangig- 
keit in biologischen Proben wie Serum. 

30 Ray et al . (Biochemistry, 1991, 30, 4809-4813) beschreiben 
verschiedene f arbstof f markierte 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Deri- 
vate zur Markierung von Vitamin-D-Bindungsproteinen . Diese 
Derivate sind nicht radioaktiv, aber auch nicht stabil, ins- 
besondere nicht lichtstabil. Die Direkt-f arbstof fmarkiercen 

35 Derivate eignen sich zwar fur kompetitive Bindungsstudien, 
sie bieten aber nur eine geringe Nachweisempf indlichkei t . 
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Es ist Aufgabe der Erfindung, ein haltbares stabiles Vita- 
min-Dj-Derivat zum Einsatz in kompetitiven Bestimmungsver- 
fahren zur Verfiigung zu stellen, das eine genauere Bestim- 
mung der beiden Vitamin-D3-Metabolite 25-Hydroxy- und 1,25- 
5 Dihydroxy-Vitamin-D3 erlaubt und nicht die Nachteile der 
radioaktiven Derivate bietet . Es ist weiter Aufgabe der Er- 
findung ein verbessertes Verfahren zur Herstellung dieses 
Vitamin-Dj-Derivats zur Verfiigung zu stellen. 

10 Diese Aufgabe wird gelost durch ein mult if unkt ionelles 25- 
Hydroxy- Vitamin-Dj-Derivat der allgemeinen Formel I: - 
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wobei X eine Abs tandsgruppe ist^ die eine Lange von 12 bis 
42 A hat und iiber eine Etherbindung mit der 25-OH-Gruppe 
20 des Vitamin-D3-Molekuls verbunden ist, und A eine Gruppe 
ist, die -von spezifischen Antikorpern mit hoher Affinitat 
gebunden wird. 

Hochaffine Antikorper-Ant igen-Bindungen sind solche mit 
25 einer Dissoziationskonstante (K) groSer als 10^°, vorzugs- 
weise groSer als 10^'. 

Diese Aufgabe wird bevorzugt gelost durch ein 25-Hydroxy- 
Vitamin-D3-Derivat , wobei A eine Biotingruppe ist. Dieses 
30 Derivat entspricht der Formel II: 
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Das erf indungsgemaSe 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat der For- 
mel II stellt eine stabile Verbindung mit zwei antigenen 
Epitopen bereit. Im Gegensatz zu herkommlichen Vitamin-Dj- 
Derivaten, die an der 25-OH-Position eine Ester-Bindungen 
5 aufweisen, hat das erf indungsgemaSe Vitamin-D3-Derivat an 
dieser Position eine Ether-Bindung . Diese macht das Derivat 
bestandig, insbesondere gegen den Angriff durch Esterasen, 
die im Serum standig zugegen sind. Die hohe Lagerungsstabi - 
litat der erf indungsgemaSen Derivate ermoglicht ihren Ein- 
10 satz in verschiedenen Bestimmungsverf ahren fiir native 25- 
Hydroxy- und 1, 25-Dihydroxy-Vitamin-D3-Metabolite . Zudem 
ermoglichen diese Derivate nicht-radioaktive Nachweise und 
verursachen keine Probleme bei der Entsorgung. 

15 Der Abstand zwischen den zwei Epitopen - der Bindungsstelle 
des Vitamin-D-Bindungsproteins und der Biotingruppe - ist 
durch die Abstandsgruppe (Spacer) so gewahlt, dass beide 
Epitope unabhangig voneinander frei zuganglich sind. Der 
Spacer ist bevorzugt ein Aminocarbonsaure- , ein Aminounde- 

20 cansaure- oder ein Aminopolyetherrest und hat eine Lange 
von 12-42- A, bevorzugt von 8 bis 12 A. 

Erf indungsgemaS wird die Verbindung der Formel II erhalten 
durch ein Verf ahren mit folgenden Schritten: 
25 a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxy-Vitamin-D3 mit 

Acrylnitril in Gegenwart von Kaliumhydrid; 

b) Reduktion der Nitrilgruppe mit LiH/LiAlH4; 

c) Biotinylierung der Verbindung mit dem aktivierten 
Biot inylierungsreagenz (LC-BHNS) . 

30 

Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung der 25-Hyd- 
roxy-Vitamin-D3-Biotin-Verbindung liefert eine hohe Ausbeute 
bei kurzer Reaktionsdauer . Dies wird erreicht durch die Aus- 
wahl geeignetere Reaktionsbedingungen und Schutzgruppen . In 
35 Schritt a) wird das 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 in Gegenwart von 
Kaliumhydrid umgesetzt. Durch diese Base wird das 25-Hydro- 
xy-Vitamin-D3 selektiv an der 25-OH-Gruppe cyanoethyliert . 
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Die Reaktion erfolgt bei einer Temperatur von 6°C in neu- 
tralem Losungsmittel . 

Durch das ausgewahlte Reduktionsverf ahren in Schitt b) wird 
5 die Nitrilgruppe des Cyanoethylethers quant itativ zum Amin 
reduziert, so dass keine Produktgemische entstehen. Hierzu 
wird das Nitril zunachst mit LiH in sein Lithiumalkoholat 
tiberfuhrt und dann mit LiAlH4 zum Amin reduziert. 

10 Das erf indungsgemalSe Verfahren ermoglicht die Herstellung 
der Zwischenprodukte in hoher Ausbeute. Diese konnen -dann 
mit einem ublichen Biotinylierungsreagenz umgesetzt werden. 

Weiterhin umfasst die Erfindung Verfahren zur Bestimmung 
15 von 25-Hydroxy- und 1 , 25 -Hydroxy- Vitamin-D3 in in einer 
Probe, wobei das Vitamin-Dj-Derivat der Formel I verwendet 
wird . 

Hierbei wird das erf indungsgemaSe Vitamin-Dj-Konjugat einge- 
20 setzt, entweder als Zwischenglied, wobei Vitamin-D-Bin- 
dungsprotein und nativer Vitamin-Dj-Metabolit um die Bin- 
dungsstelle davon kompetitieren, oder selbst als kompeti- 
tive Bindungskomponente zu nativem Vitamin-Dj. Das Bestim- 
mungsverf ahren ist vorzugsweise ein ELISA, RIA oder IRiVIA, 

25 

Das bevorzugte Verfahren zur Bestimmung von 25 -Hydroxy- und 
1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D3-Derivaten umfasst die Schritte: a) 
Beschichten des Tragers mit Streptavidin, b) Zugabe der Bio- 
tin-Vitamin-D3-Derivate, c) Zugabe der Probe und einer defi- 
30 nierten Menge Vitamin-Dj-Bindungsprotein, d) Bestimmung des 
gebundenen Bindungsproteins mit markierten anti-Vitamin-D- 
Bindungsprotein-Antikorpern. Die ant i-Vit amin- D-Bindungs- 
protein-Antikorper sind bevorzugt mit Peroxidase markiert. 

3 5 Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 2 5- 
Hydroxy-und 1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D3-Derivaten umfasst die 
Schritte: a) Beschichten des Tragers mit anti-Vitamin-D- 




Bindungsprotein-Antikorpern, b) Zugabe des Vitamin-D3-Bin- 
dungsproteins , c) Zugabe der Probe sowie eine definierte 
Menge Biotin-Vitamin-Da-Derivat , d) Bestimmung der Menge ge- 
bundenes Derivat mit markiertem Streptavidin . Das Strepta- 
5 vidin ist bevorzugt mit Peroxidase markiert und der Trager 
ist vorzugsweise eine Mikrot iterplatte oder er besteht aus 
magnet ischen Mikropartikeln . 

Diese Verfahren ermoglichen einfache, nicht-radioaktive Rou- 
10 tinebestimmungen fur 25 -Hydroxy- und 1 , 25 -Dihydroxy-Vita- 
min-D3, ohne dass aufwendige Sicherheitsvorkehrungen erfor- 
derlich sind oder Probleme bei der Entsorgung auftreten. 
Es wird zudem ein Testkit bereitgestellt zur Bestimmung von 
25 -Hydroxy- Vitamin-Dj in einer Probe, das auf dem erfin- 
15 dungsgemaSen Vitamin-Dj-Derivat beruht . Das Kit umfasst eine 
Mikrotiterplatte, das erf indungsgemaS biot inylierte Vita- 
min-D3-Derivat , Vitamin-D-Bindungsprotein , anti-Vitamin-D- 
Bindungsprotein-Antikorper sowie Streptavidin. Das Testkit 
kann als Tragermaterial auch Mikropartikel enthalten. 

20 

Das Kit stellt ein einfaches und verlaSliches Bestimmungs- 
verfahren fur 25-Hydroxy- und 1 , 25-Dihydroxy-Vitamin-D3 in 
, biologischen Proben bereit, das routinemaSig eingesetzt 
werden kann. Durch die hohe Stabilitat der Bestandteile 
25 laSt es sich gut lagern. Es treten auch keine Probleme bei 
der Entsorgung auf, 

Es werden weitere Vorteile, Merkmale und Ausf uhrungsf ormen 
der Erfindung anhand der nachstehenden Beispiele und mit 
3 0 Bezug auf die anliegenden Zeichnungen beschrieben. Es 
zeigt : 

Fig. 1 eine schematische Darstellung des erfindungs- 
gemaSen Synthesewegs fur 25-Hydroxy-Vitamin-D3- 
35 2(3-3' [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether ) ; 
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Figs. 2, 3 und 4 Schemadarstellungen kompetitiver , nicht- 
radioaktiver ELISA-Verf ahren fur 2 5 -Hydroxy- und 
1 , 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3mit 2 5 -Hydroxy- Vitamin- D3- 
3(3-3' [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether) ; 

5 

Fig. 5 die Eichkurve eines kompetitiven, nicht-radio- 
aktiven ELISA-Verf ahrens fur 25 -Hydroxy- und 
1 , 25 -Hydroxy- Vitamin-Dj aus Fig. 2; 

10 Figs. 6 und 7 Schemadarstellungen kompetitiver RIA- 

Verfahren fiir 25-Hydroxy- und 1 , 25-Hydroxy- 
Vitamin-Dj mit 25-Hydroxy-Vitamin-D3-3iS-3 ' [6-N- 
(biotinyl) hexamido] amidopropylether) ; 

15 Figs. 8, 9 und 10 Schemadarstellungen kompetitiver, radio- 

aktiver IRMA-Verf ahren fiir 25-Hydroxy- und 1, 25- 
Hydroxy- Vitamin-D3 mit 2 5 -Hydroxy- Vitamin- D3- 3 j3- 
3' [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropylether) ; 

20 Figs. 11 und 12 Schemadarstellungen kompetitiver, nicht- 
' radioaktiver ELISA-Verf ahren gemaS der Erfindung 
unter Verwendung von Mikropartikeln; 

Figur 1 zeigt das Syntheseschema zur Herstellung der erf in- 
25 dungsgemalSen Verbindung der Formel II. Das erf indungsgemaSe 
Vitamin-D3-Konjugat der Formel II wird aus 25-Hydroxy-Vita- 
min-D3 liber zwei Zwischenprodukte hergestellt. 

Zunachst wird das 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 in Gegehwart von 
3 0 Kaliumhydrid in einem sauren Losungsmittel mit Acrylnitril 
cyanoethyliert , Durch Verwenden von Kaliumhydrid als Base 
wird eine selektive Reaktion an der 25-OH-Gruppe erreicht 
und damit eine hohe Ausbeute Zwischenprodukt . Zudem erlaubt 
dieses Verf ahren eine sehr kurze Reakt ionsdauer von 40 Min. 



Der gewonnene 25-Hydroxy-Vitamin-D3-36-cyanoethylether wird 
als erstes Zwischenprodukt auf gearbeitet . Im nachsten Reak- 



tionsschritt wird dieses Produkt zunachst mit LiH versetzt, 
wodurch die 25-OH-Gruppe in das Lithiumalkoholat uberfiihrt 
wird. AnschlieSend erfolgt die Reduktion des Nitrils mit 
LiAlH4 zum zweiten Zwischenprodukt 25-Hydroxy-Vitamin-D3-3S- 
3 ' -aminopropylether . Auch dieses Zwischenprodukt kann mit 
dem erf indungsgemaSen Verfahren in hoher Ausbeute und ohne 
Entstehen undefinierte Nebenprodukte gewonnen werden. 

Zuletzt erfolgt die Biotinylierungsreaktion mit dem akti- 
vierten Biotinylieriingsreagenz LC-BHNS (Biotinyl-N- e -amino- 
caproyl-hydroxysuccinimidester) . Dieses Biotinylierungs- 
reagenz enthalt als Abstandsgruppe eine Aminocaproylkette 
mit einer Lange von 8 bis 12 A. 

Das erf indungsgemaSe 2 5 - Hydroxy- Vitamin-D3-Konj ugat (25- 
Hydroxy-Vitamin-D3-3i8-3 ' [6-N- (biotinyl) hexamido] amidopropyl- 
ether) ist temperaturstabil und kann in einer waSrigen, 
leicht sauren Matrix mehrere Monate gelagert werden. Sie 
eignet sich dadurch besonders fur diagnostische Routine - 
tests und -kits, 

Figur 2 zeigt die Schemadarstellung eines kompet it iven, 
nicht-radioaktiven ELISA-Verf ahrens fur 25-Hydroxy- und 
1 , 25-Hydroxy-Vitamin-D3 . Zunachst wird das 25-Hydroxy- 
Vitamin-D3-Konjugat {25-Hydroxy-Vitamin-D3-3i8-3 ' [6-N- (bio- 
tinyl ) hexamido] amidopropylether) uber Streptavidin an eine 
feste Phase gebunden. Dann erfolgt in flussiger Phase die 
kompetitive Bindung von Vitamin-D-Bindungsprotein und 25- 
Hydroxy- Vitamin-D3 aus Standard oder Probe an das 2 5-Hyd- 
roxy-Vitamin-D3-Konjugat . Der Nachweis erfolgt durch Peroxi- 
dase-markierte Antikorper gegen das Vitamin-D-Bindungspro- 
tein . 

Fig. 3 zeigt die Schemadarstellung eines kompetit iven, 
nicht-radioaktiven ELISA-Verf ahrens , wobei das Vitamin-D- 
Bindungsprotein zunachst uber ant i- Vitamin- D-Bindungspro- 
tein-Antikorper an die feste Phase gebunden wird. Danach 
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erfolgt in flussiger Phase die kompetitive Bindung von 25- 
Hydroxy-Vitamin-D3-Biotin und 25 -Hydroxy-Vitamin-Dj aus 
Standard bzw. Probe. Zur Bestimmung wird dann Peroxidase- 
markiertes Streptavidin eingesetzt . 

5 

Fig. 4 zeigt die Schemadarstellung eines kompetit iven 
ELISA-Versuchs , wobei das Vitamin-D-Bindungsprotein direkt 
an die feste Phase gebunden ist . Die kompetitive Bindung 
von 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3-Biotin und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 
10 aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase erfolgt und Per- 
oxidase-markiertes Streptavidin zur Bestimmung eingesBtzt 
wird; 

Figur 5 zeigt die Eichkurve eines erf indungsgemaSen kompe- 
15 titiven, nicht-radioaktiven ELISA-Verf ahrens . Die Ordinate 
gibt die optische Dichte bei 450 nm an; die Abszisse die 
Konzentration 25-Hydroxy-Vitamin-D3 in nmol/1. Fur diese 
Eichkurve wurden Vitamin-Dj-Proben mit Konzentrationen von 
0, 8, 20, 50, 125 und 312 nmol/1 hergestellt. Es wurde je- 
20 weils die optische Dichte dieser Proben im Doppel bei 450 
nm gemes&en. Aus den Mittelwerten der Doppelbestimmungen 
wurde eine Eichkurve erstellt. 

Fig. 6 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven Pro- 
25 tein-Bindungsversuch (CPBA) , wobei 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3- 
Biotin und 2 5 -Hydroxy-Vitamin-D3 aus Standard bzw. Probe in 
flussiger Phase um die Bindungsstelle des Vitamin-D-Bin- 
dungsproteins kompetitieren . Es wird ^^^I -markiertes Strep- 
tavidin fur die Bestimmung verwendet . 

30 

Fig. 7 ist die Schemadarstellung eines kompetitiven Radio- 
immunoassays (RIA) , wobei 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Biotin und 
25-Hydroxy-Vitamin-D3 aus Standard bzw. Probe in flussiger 
Phase um die Bindungsstelle eines anti-Vitamin-D-Antikor- 
35 pers kompetitieren. ^^^I-markiertes Streptavidin wird zur 
Bestimmung eingesetzt , 
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Fig. 8 zeigt die Schemadarstellung eines 25-Hydroxy-Vita- 
min-D3-IRMA-Versuchs . Es wird zunachst 25 -Hydroxy-Vitamin- 
D3-Biotin uber Streptavidin an die feste Phase gebunden. Die 
kompetitive Bindung von Vitamin-D-Bindungsprotein an das 
5 Konjugat und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 aus Standard oder Probe 
erfolgt dann in fliissiger Phase. Die Menge des Konjugat-ge- 
bundenen Bindungsproteins wird mit ^^^I-markierten Antikor- 
pern bestimmt, 

10 Fig. 9 ist die Schemadarstellung eines kompetitiven IRMA- 
Versuchs . Hierzu werden anti-Vitamin-D3-Antik6rper an die 
feste Phase gekoppelt. An diese binden dann Vitamin-D-Bin- 
dungsproteine . Die Kompetition erfolgt im nachsten Schritt 
zwischen dem 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Konjugat und 25-Hydroxy- 

15 Vitamin-Dj aus Standard oder Probe. Die Bestimmung der Menge 
gebundenes Konjugat erfolgte durch ^^^I-markiertes Strepta- 
vidin . 

Fig. 10 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven 
20 IRMA-Versuchs . Es wird zunachst Vitamin-D3-Bindungsprotein 
an die feste Phase gekoppelt. Dann erfolgt daran die kompe- 
titive Bindung zwischen dem 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Konjugat 
und 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 aus Standard oder Probe. Die Menge 
gebundenes Konjugat wird durch ^^^I-markiertes Streptavidin 
25 bestimmt. 

Fig, 11 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven, 
nicht-radioaktiven ELISA-Verf ahrens unter Verwendung von 
Mikropartikeln . Hierbei wird zunachst 25-Hydroxy-Vitamin-D3- 

3 0 Biotin liber Streptavidin an Mikropartikel gebunden. Dann 
wird 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat daran gebunden. In flus- 
siger Phase wird Vitamin-D-Bindungsprotein und die jewei- 
lige Probe zugegeben. Bindungsproteine und 25-Hydroxy-Vit a- 
min-D3 aus Standard oder Probe kompetitieren urn die Bin- 

35 dungsstelle des Konjugats. Die gebundenen Bestandteile 
werden dadurch abgetrennt, dass sie uber die Mikropartikel 
von einem Magneten zuriickgehalten werden, wahrend der Uber- 
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stand mit den ungebundenen Substanzen entfernt wird. Die 
Menge gekoppeltes Bindungsprotein wird in einem zweistufi- 
gen Verfahren mit einem primaren Antikorper gegen Vitamin- 
D-Bindungsprotein und einem sekundaren Peroxidase-markier- 
5 ten Antikorper. 

Fig. 12 ist die Schemadarstellung eines kompetit iven, 
nicht-radioaktiven ELISA-Verf ahrens unter Verwendung von 
Mikropartikeln . Es wird zuerst 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Biotin 

10 iiber Streptavidin ah Mikropart ikel gebunden. Dann wird die 
fliissige Probe mit 25 -Hydroxy-Vitamin-D3 (aus Standard -oder 
Probe) dazugegeben sowie eine nicht-sattigende Menge Anti- 
korper. Das Konjugat und das native Vitamin-Dj kompetitieren 
um die Bindung des Antikorpers. Die Menge gebundener Anti- 

15 korper exfoigt durch Agglutination der Mikropartikel , c»^*'l^^'"r~ 

Die bekannten Bestimmungsverf ahren fur Proteine wie der kom- 
petitive ELISA beruhen auf dem Prinzip, dass die nachzuwei- 
sende Verbindung mit einem Bindungsprotein oder Konjugat um 
20 eine Bindungsstelle kompetit iert . Es wird dann die Menge 
gebundenes Bindungsprotein oder Konjugat bestimmt und an- 
hand einer Eichkurve die Konzentration der nachzuweisenden 
Verbindung ermittelt. 

25 Das erf indungsgemaSe Nachweisverf ahren erfordert neben dem 
Bindungsprotein ein zweites Konjugat mit zwei Epitopen. 
Dieses Konjugat kann entweder die Bindungsstelle bereit- 
stellen oder mit der nachzuweisenden Verbindung um die Bin- 
dungsstelle kompetitieren . 

30 

Die Stellung der zwei Epitope zueinander hat einen wesent- 
lichen Einfluss auf die Wirksamkeit des Konjugats. Die Kon- 
formation und die Zuganglichkeit des Epitops darf nicht 
durch die Bindung des Bindungsproteins an das erste Epitop 
3 5 verandert werden. 
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Im Vergleich zu anderen Molekiilen, deren Konzentration ub- 
licherweise im ELISA bestimmt wird, bspw. Proteine, sind 
die naturlichen 25-Hydroxy- und 1, 25 -Dihydroxy- Vitamin-Da - 
Metabolite relativ klein. Bei der Herstellung bif unktionel- 
5 ler Konjugate davon liegt die Schwierigkeit darin, dass 
beide Epitope unabhangig voneinander zuganglich sein miis- 
sen. 

Bei dem erf indungsgemaSen Konjugat liegen die zwei Epitope, 
10 die natiirliche Bindungsstelle des Vitamin-Da-Bindungspro- 
teins und das kvinstliche Biotin-Epitop, raumlich weit -aus- 
einander an den entgegengesetzten Enden des Molekvils . Dies 
erreicht man, indem man das Biotinmolekul iiber einen ge- 
eignet langen Spacer an das 25-OH-Gruppe des Vitamin-Dj-Kon- 
15 jugats bindet. 

Die Lange des Spacers ist dabei wesentlich. Wahrend zu 
kurze Spacer nicht den notwendigen Abstand zum Molekul be- 
reitstellen, so dass das kunstliche Epitop auch nach einer 

20 Besetzung des ersten Epitops aus der Struktur herrausragt 
und frei .zuganglich ist, neigen zu lange Spacer dazu sich 
zu den hydrophoben Bereichen des Vitamin-Dj-Molekiils zuruck- 
zufalten. In beiden Fallen verliert das zweite kunstliche 
Epitop seine exponierte Stellung und wird schlecht zugang- 

25 lich Oder nicht erreichbar fur weitere Reaktionspartner . 

Es wurde tiberraschenderweise gefunden, dass das erfindungs- 
gemaSe bif unkt ionelle Konjugat wirksam im ELISA eingesetzt 
werden kann. Bei kleinen Molekiilen wie Vitamin-D v/aren 
30 ELISA-Nachweisverf ahren bislang nicht erfolgreich. Dies 
wurde auf das zwei Taschen-Prinzips zuriickgef iihrt , wonach 
durch die Bindung eines ersten Bindungspartners an das Kon- 
jugat das zweite Epitop unzuganglich wird durch sterische 
Hinderung oder Konf ormationsanderungen . 

35 

Ein weiteres Problem bei der Entwicklung von Bestimmungs- 
verfahren fvir kleine Haptene oder Steroide liegt in der 




Immobilisation auf dem Tragermaterial . Die meisten dieser 
Molekiile adsorbieren nur relativ schwach oder gar nicht an 
libliche Trager und mussen daher kovalent an diese gekoppelt 
warden. Eine kovalente Kopplung birgt jedoch die Gefahr, 
5 dass die Bindungseigenschaf ten des Molekiils beeinflusst 
werden oder ein Epitop nicht in nativer Weise exponiert 
wird. Dadurch kann es zu ungenauen oder falschen Messergeb- 
nissen kommen . 

10 Das erf indungsgemaSe 25 -Hydroxy-Vitamin-Dj-Derivat der For- 
mel II lost dieses Problem, indem es indirekt, bspw. -liber 
Streptavidin oder das Vitamin-D-Bindungsprotein, an den 
Trager gebunden werden kann. Durch die zwei beabstandeten 
Epitope kann das erf indungsgemaSe Derivat vielseitig einge- 

15 setzt werden. 

Es wurde gefunden, dass der Saurerest der Biotingruppe 
nicht zur Beabstandung der Molekiile ausreicht. Aus Rontgen- 
strukturanalysen der Biotin/Streptavidin-Bindung ist be- 

20 kannt, dass das Biotinmolekiil mit den Aromatenringen in 
einer Tasche im Inneren des Streptavidinmolekuls steckt. 
Der Saurerest des Biotinmolekvils ragt zwar aus dem Strep- 
tavidin heraus, liegt jedoch eng auf der Oberflache. Er 
steht daher nicht als Abstandsgruppe (Spacer) zur Ver- 

25 fugung. 

Die erf indungsgemaSe Verbindung hat den unmittelbarer Vor- 
teil, dass der Spacer die zwei Epitope des bif unkt ionellen 
Konjugats in einem definierten Abstand zueinander halt. So 
30 sind beide Epitope unabhangig voneinander fur eine Bindung 
zuganglich . 

BEISPIELE 

35 Die Reaktionsschritte zur Herstellung des Vitamin-D3-Kon j u- 
gats erfolgten alle in einer trockenen Nj-Atmosphare , wobei 
die Reaktionsgef aSe mit Aluminiumf olie umwickelt waren. Die 
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Zwischenprodukte warden bei -20^C gelagert. Als Losungsmit- 
tel wurden ausschlieSlich HPLC-Losungsmittel eingesetzt. 
Alle allgemeinen Chemikalien wurden von Fluka bezogen; das 
25-OH Vitamin-Dj stammte von Immundiagnostik und der LC-BHNS 
5 (Long Chain Biotinyl-N- e -aminocaproyl-hydroxysuccinimid- 
ester) von Boehringer Mannheim. Die MS (FAB) -Analysen erfolg- 
ten mit einem Finigan-MAT- 90 und NMR-Messungen mit einem 
Bruker-ARX-400 (400 MHz) sowie einem Bruker-ARC-250F (250 
MHz) . 

10 

Beispiel 1 



Herstellung von 25-Hydroxy-Vitamin-D3-3iS-3 ' [6-N- (biotinyl) - 
hexamido] amidopropylether 

1 . 1 Herstellung von 25-Hydroxyvitamin-D33/3-cyanoethylether 
(1) 



Stammlosungen : 

20 

a) Acry-lnitrilmischung : 86 fil Acrylnitril (1.3 mMol) 
wurden mit Acetonitril auf 1 ml aufgefiillt (100 ^1 
dieser Losung entsprachen 130 /xMol Acrylnitril, 10 
eq. ) . 

25 

b) KH-L6sung: 10 mg KH (250 ^Mol) wurden in 1 ml einer t- 
BuOH/Acetonitril-Mischung (9:1 v/v) gelost (25 fil 
davon entsprachen 6,25 /iMol KH, 0,5 eq. ) - 

30 Es wurden 5 mg 25-OH D3 (12,5 ^Mol) , gelost in CHjClj, in Nj- 
Kolben uberfuhrt und das CH2CI2 abgezogen. Der Rucks t and 
wurde mit 1 ml Acetonitril aufgenommen und mit 10 Tropfen 
einer t-BuOH/Acetonitril-Mischung (9:1 v/v) und 100 [xl der 
o.g. Acrylnitrilmischung versetzt. Die klare Losung wurde 

35 15 min bei S^C geriihrt . AnschlieEend wurden 25 ^1 der o.g. 
KH-L6sung zugegeben. Die dabei entstehende Ausflockung 
loste sich sofort wieder auf. Die Mischung wurde bei 6°C 



weitergeriihrt . Eine Dunnschichtchromatographie (DC) mit 20% 
Petrolether in MTBE (Methyl- t-Butylether) zeigte nach 10 
Minuten eine 90%ige Umsetzung. Nach 15 Minuten wurde ein 
kleiner Teil (wenige Tropfen) des Reaktionsgemischs probe- 
5 weise mit etwa 5 Tropfen Wasser und 0 . 5 ml MTBE aufgearbei- 
tet . Eine DC der organischen Phase zeigte kein Edukt mehr. 
Nach 40 Minuten wurde das gesamte Reaktionsgemisch mit 
Wasser/MTBE auf gearbeitet . Es wurden 4 mg eines 6ls gewon- 
nen . 

10 

IR (NaCl/CHaCla) : 3422, 

2941, 2872 
2252 
1105 

15 

Die HPLC Analyse (3% MeOH/CHjClj) zeigte ein Produkt /Edukt - 
Verhaltnis von 13:1, was 93% Produkt und 7% Edukt ent- 
spricht . Die erhaltenen 4 mg enthalten somit 3.7 mg (8,2 
/zMol) Produkt. Dies entspricht einer Ausbeute von 74%. 

20 

1 . 2 Herat el lung von 2 5-Hydroxyvitamin-D3-3)S-3 ' aminopropyl- 
ether (3) 

Stammlosungen : 

25 

a) LiH-Losung: 7 mg frisches f einpulvriges LiH wurden 
unter Nj in 7 ml Ether aufgenommen (1 ml = 125 /xMol) . 

b) LiAlH4-L6sung : 18 mg frisches f einpulvriges LiAlH^ 
3 0 wurden unter Nj in 3 ml Ether auf geschlammt (1 ml = 16 9 

IxMol) . 

Das Produkt aus Beispiel 1.1, umfassend 3.75 mg (8.3 ^Mol) 
Nitril, wurde in 2 ml Ether gelost, mit 1 ml (125 /xMol) der 
35 LiH-Losung versetzt und unter N2 1 Std. bei RT geriihrt . Dann 
wurde 1 ml (170 /iMol) der LiAlH^-Losung zugegeben. Nach 
einer weiteren Stunde wurde das Gemisch mit 1 ml konzen- 




OH 
CH 

Nitril 
Ether 



triertem KOH, 5 ml HjO und 4 x 20 ml MTBE auf gearbeitet . Die 
DC (Kieselgel, 1:1 MTBE/Betrolether) zeigte nur noch den 
Ausgangspunkt und das Diol lag bei 0.27; das Nitril bei 
Ri 0.4. 

5 

Die gewonnene Substanz vmrde ohne weitere Analyse und Reini- 
gung weiterverarbeitet . 

1.3 Herstellung von 25 -Hydroxy-Vitamin-D3-3)8-3 ' [6-N- (bio- 
10 tinyl) -hexamidb] amidopropylether (4) 

Es wurden 3 mg (6.6 ^Mol) 25-OH D3-3 -aminopropylether (3) 
aus Beispiel 1.2 in 1 ml DMF gelost. Dann wurden unter 
Stickstoff 3 mg (6.6 ^^Mol) LC-BNHS und 1 ^1 (17.5 /xMol) Et3N 

15 zugegeben. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geruhrt, das 
DMF abgezogen und der Riickstand mit 20% MeOH in CH2CI2 vor- 
gereinigt . 12 mg (> 100%) der so gewonnenen Substanz wurden 
dann mittels HPLC gereinigt (Knauer Kromasil-100 , 5 /xM, 250 
X 4 mm), 10% MeOH in CH2CI2, 1,5 ml/min, 265 nm, 7 Minuten. 

20 Die Ausbeute betrug 1 . 2 mg (1.5 ^Mol) . Dies entspricht 12%, 
bezogen auf das 25-OH D3 bzw. 18%, bezogen auf die Nitril- 
verbindung . 

MS (Finigan MAT 90) 
25 (FAB): 797 (MH") vom 5.9.97 und 28.11.97 

^ H-NMR (Bruker ARX 400) in CDCL3/TMS bei 400 MHz. 

Die Analysedaten sind in nachstehender Tabelle gezeigt . 

30 




35 
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Tabelle I 



2 5 - OH - D3 - B i o - Ve r b i ndung ( 4 ) 


a 


H 


Mult 


cc [Hz] 


Zuordnung 


6,42 


1 


dd 


5,7 


NH (Biotin) 


6,2 


1 


d 


11 


6 


6,0 


1 


d 


11 


7 


5, 85 


1 


dd 


5,7 


NH (Biotin) 


5,55 


2 


m 




3-O-CH2 (28) 


5,38 


1 


s 




NH Oder OH 


5, 05 


1 


d 


2 


19 


4, 83 


1 


d 


2 


19 


4, 77 


1 


s 




NH Oder OH 


4,51 


1 


m 




HC-NH I Biotin 


4, 33 


1 


m 




HC-NH II Biotin 


3 , 53 


1 


m 




3 


2, 53 


1 


d 


10 


4 


1,21 


6 


s 




26, 27-CH3 


0, 93 


3 


d 


6 


2I-CH3 


0, 54 


3 


s 




I8-CH3 



1 . 4 Stabilitatstest 

25 Es wurden 20 mg der gereinigten 25-OH-D3-Biotin-Verbindung 
aus Beispiel 1.3 (25-Hydroxy-Vitamin-D3-3j8-3 ' [6-N-{bio- 
tinyl) -hexamido] amidopropylether) in NMR-Rohrchen gegeben 
und mit 1 ml Losungsmittel gelost. Das Losungsmittel v/ar 
eine Mischung aus Deuteriochlorof orm: Deuterioacetonitril : DjO 
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im Verhaltnis 3:2:1 mit einem pH-Wert zwischen 4 und 5. Die 
Proben wurden 200 Tage gelagert, wobei in regelmaSigen Ab- 
standen die NMR-Spektren untersucht wurde . Die Proben 
wurden unter f olgenden Bedingungen gelagert : 

5 

Probe 1: unter Lichtausschluss bei - 20°C; 

Probe 2: unter Lichtausschluss bei + 4-6°C; 

Probe 3 : unter Lichtausschluss bei Umgebungstemper- 

atur ; 

10 Probe 4 : bei Umgebungstemperatur und unter starker 

Lichteinwirkung (auf der Fensterbank) . 

Die Proben 1 und 2 zeigten wahrend der ganzen Zeit keine 
wesentliche Veranderung im NMR-Spektrum . Eine HPLC-Analyse 
15 bestatigte, dass die Proben 1 und 2 auch nach 200 Tagen in 
protischem Losungsmittel intakt waren. Probe 3 zeigte eine 
minimale Veranderung im NMR-Spektrum nach 100 Tagen. Die 
HPLC-Analyse ergab, dass mehr als 78% der Verbindung noch 
intakt war. Probe 4 war nach 2 Monaten abgebaut . 

20 

Die Stabilitatsuntersuchung zeigt, dass die Verbindung 
unter Ausschluss von Licht sehr bestandig ist, selbst in 
, protischem Losungsmittel und ohne Kiihlung. 

2 5 Beispiel 2 

25 (OH) Vitamin-D3-ELISA (Standardprotokoll ) 

Puffer: 

30 

a) Waschpuffer: 

PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween-20 

b) Assaypuffer: 

35 5 g Casein wurden in 100 ml 0 . 1 N NaOH gelost und mit 

PBS, pH 7,4 auf 1 1 aufgefullt. Die Losung w^rde 1 
Std. gekocht . Dann wurde mit destillierten Wasser auf 
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1 1 aufgefiillt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt, 
Zuletzt wurden 0,1 g Thimerosal hinzugef iigt . 



Alle Inkubationen erfolgten im Dunkeln und unter Schiitteln. 

5 

1) Beschichtung der Mikrotiterplatte 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 
100 ng Streptavidin, gelost in 60 mM Carbonat pH 9,6, ge- 

10 geben und die Platte iiber Nacht bei 4°C inkubiert . Die 
Platte wurde dann ausschlagen und jede Vertiefung 5-mal mit 
jeweils 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. Dann wurden 250 fil 
Assaypuffer in jede Vertiefung gegeben und die Platte 1 
Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde danach 

15 wieder ausgeschlagen und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 
200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 

2 ) Probenvorbereitung 

20 Es wurden 50 ^1 Serum, Plasma oder Standard in einem 1 . 5 ml 
Eppendorf.-ReaktionsgefaS mit 2 00 /xl Ethanol^bs (vorgekuhlt 
auf -20°C) durch Vortexen gemischt und 20 Minuten bei -20°C 
,ausgefallt. Die Proben wurden anschlieSend in einer Eppen- 
dorf -Tischzentrif uge bei maximaler Umdrehung zentrif ugiert . 

25 Der Uberstand wurde abgenommen und im ELISA eingesetzt. 

3) ELISA 

1. Schritt: es wurden in jede Vertiefung 100 ^1 einer Bio- 
30 tin-Vitamin-D3-L6sung gegeben (10 ng Biotin-Vitamin-Dj/ Ver- 
tiefung, gelost in Waschpuffer) und 1 Std. bei Raumtemper- 
atur inkubiert. AnschlieSend wurde die Platte ausgeschlagen 
und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 200 ^1 Waschpuffer ge- 
waschen . 

35 

2. Schritt: es wurden jeweils 100 ^ll Vitamin-D-Bindungs- 
protein (1:15.000 in Assaypuffer + 3% (w/v) PEG 6000) und 
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10 /xl Standard, Kontrolle oder Probe (10 fil des Uberstands 
aus der Probenvorbereitung) in die Vertiefungen gegeben. 
Die Platte wurde 24 Std. bei 4**C inkubiert. Dann wurde die 
Platte ausgeschlagen und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 
5 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 

3. Schritt : es wurden jeweils 100 /xl Kaninchen-anti-Vita- 
min-D-Bindungsprotein {1:10.000 verdunnt in Assaypuffer + 
3% (w/v) PEG 6000) in die Vertiefungen gegeben und 1 Std. 

10 bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde danach aus- 
geschlagen und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 200 jxl 
Waschpuffer gewaschen. 

4. Schritt: es wurden jeweils 100 /xl anti-Kaninchen- IgG- 
15 Peroxidase (1:20.000 verdunnt in Dr. Berg-Rot) in die Ver- 
tiefungen gegeben und 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dann wurde die Platte ausgeschlagen und jede Vertiefung 5- 
mal mit jeweils 200 /xl Waschpuffer gewaschen. 

20 5. Schritt: fur die Farbreaktion wurden 100 fil TMB-Sub- 
strat-Losung in jede Vertiefung gegeben. Nach ausreichender 
Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 50 /tl 2 M H2SO4 pro 
Vertiefung beendet. Die Messung der optischen Dichte er- 
folgte bei 450 nm. 



25 



Beispiel 3 



Es wurde die Vitamin-Dj-Konzentration verschiedener Proben 
nach dem Protokoll aus Beispiel 2 gemessen. Als Vergleich 

30 wurde die Vitamin-D3-Konzentration der Proben durch HPLC 
bestimmt. Fiir die Eichkurve wurden Plasma-Standards verwen- 
det mit Vitamin-Dj-Konzentrationen von 0, 8, 20, 50, 125 und 
312 nmol/1. Alle Proben und Standards wurden im Doppel be- 
stimmt. Die Vitamin-Dj-Konzentration der Proben wurden dann 

35 anhand der Eichkurve aus dem Mittelwert der Doppelbestim- 
mung berechnet . 
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Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle II gezeigt 



Tabelle II 



Probe 


25 (OH) -Vitamin-D3 [nmol/1] 




HPLC 


erf indungsgemaSer 
ELISA 


1 


20-33 


30 


2 


72-120 


76 


3 


79-102 


96 


4 


< 15 


< Nachweisgrenze 


5 


< 15 


7,4 



10 
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Beispiel 4 



25 (OH) Vitamin-Dj-ELISA-MTP mit anti-Vitamin-D-Bindungs- 
protein beschichtet (nach dem Standardprotokoll) 

20 Puffer: 

a) Waschpuffer: 

PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween-20 



b) Assaypuffer: 

25 5 g Casein wurden in 100 ml 0 . 1 N NaOH gelost und mit 

PBS, pH 7,4 auf 1 1 aufgefiillt. Dann wurden 3% (w/v) 
PEG- 6000 sowie 0.1 g Thimerosal hinzugefugt. 



Alle Inkubationen erfolgten im Dunkeln und unter Schiitteln. 

30 

1) Beschichtung der Mikrot iterplatte 
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In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 
100 fil Kaninchen-anti-Vitamin-D-Bindungsprotein in 60 mM 
NaHCOj, pH 9,6 gegeben und die Platte uber Nacht bei 4°C 
inkubiert . Die Platte wurde dann ausschlagen und jede Ver- 
5 tiefung 5-mal mit jeweils 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 
Dann wurden 2 50 fil Assaypuffer in jede Vertiefung gegeben 
und die Platte 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Platte wurde danach wieder ausgeschlagen und jede Vertie- 
fung 5-mal mit jeweils 200 fil Waschpuffer gewaschen. 

10 

2) Probenvorbereitung 

Es wurden 50 ^1 Serum, Plasma oder Standard in einem 1 . 5 ml 
Eppendorf -Reaktionsgef aS mit 200 /xl Ethanol^bs (vorgekiihlt 
15 auf ~20°C) gemischt und gevortext und dann 20 min bei -20°C 
ausgefallt. Die Proben wurden anschlieSend in einer Eppen- 
dorf -Tischzentrif uge bei maximaler Umdrehung zentrif ugiert . 
Der Uberstand wurde abgenommen und im ELISA eingesetzt . 

20 3) ELISA 

1. Schritt: es wurden in jede Vertiefung 100 fil Vitamin-D- 
. Bindungsprotein, verdiinnt in Assaypuffer, gegeben und -1 

Std. bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieSend wurde die 
25 Platte ausgeschlagen und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 
200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 

2. Schritt: es wurden jeweils 100 fil Biotin-Vitamin-D, ver- 
dunnt in Assaypuffer, in die Vertiefungen gegeben. Die 

30 Platte wurde dann 3 Std. bei Raumtemperatur oder 24 Std. 
bei 4°C inkubiert. AnschlieSend wurde die Platte ausge- 
schlagen und jede Vertiefung 5-mal mit jeweils 200 ^1 Wasch- 
puffer gewaschen - 

35 3. Schritt: es wurden jeweils 100 fil Streptavidin-POX einer 
1 : 10 0 00 -Verdiinnung in Dr. Berg Rot in die Vertiefungen ge- 
geben und 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
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Platte wurde danach ausgeschlagen und jede Vertiefung 5-mal 
mit jeweils 200 /il Waschpuffer gewaschen. 

4. Schritt : fiir die Farbreaktion warden 100 Ail TMB-Sub- 
5 strat-Losung in jede Vertiefung gegeben. Nach ausreichender 
Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 50 fil 2M H2SO4 pro 
Vertiefung beendet. Die Messung der optischen Dichte er- 
folgte bei 450 nm. 

10 Beispiel 5 

. . . "Konkretes Beispiel zum Versuch aus Beispiel 4" . . . 
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15 Beispiel 6 

Versuchsbeschreibung kompetitiver Protein-Bindungsassay in 
fliissiger Phase (Schema I des RIA-Verf ahrens) 
"Moglichst ein konkretes Beispiel" .... 

20 

Beispiel 7 

.Versuchsbeschreibung kompetitiver Radioimmunoassay (RIA) in 
flussiger Phase (Schema II des RIA-Verf ahrens) 
25 "Moglichst ein konkretes Beispiel" 

Beispiel 8 

Versuchsbeschreibung kompetitiver IRMA (Schema I des IRMA- 
3 0 Verf ahrens) 

"Moglichst ein konkretes Beispiel" 

Beispiel 9 



35 



Versuchsbeschreibung kompetitiver IRMA (Schema II des IRMA- 
Verf ahrens) 

"Moglichst ein konkretes Beispiel" 




Versuchsbeschreibung kompetitiver IRMA (Schema III des 
IRMA- Ver f ahrens ) 
5 "Moglichst ein konkretes Beispiel" 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Multifunktionelles 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat der 
allgemeinen Formel I : 



2 . 




wobei X^eine Abstandsgruppe ist, die eine Lange von 12 
bis 42 A hat und uber eine Etherbindung tnit der 25-OH-_ 
Gruppe des Vitamin-Dj-Molekuls verbunden ist, und A 
eine Gruppe ist, die von spezifischen Antikorpern mit 
hoher Affinitat gebunden wird. 

25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat nach Anspruch 1, wobei A 
eine Biotingruppe ist. 



3. 25-Hydroxy-Vitamin-D3-Derivat nach Anspruch 1 und 2, 
wobei die Abstandsgruppe eine Lange von 8 bis 12 A 
hat . 

4. 2 5-Hydroxy-Vitatnin-D3-Derivat nach Anspruch 1 bis 3, 
wobei die Abstandsgruppe ein Aminocarbonsaure- , ein 
Aminoundecansaure- oder ein Aminopolyetherrest ist. 

5. Verfahren zur Herstellung des 25-Hydroxy-Vitarain-D3- 
Derivats nach Anspruch 1, umfassend die Schritte: 

a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxy-Vitamin-D3 r^it 
Acrylnitril in Gegenwart von Kaliumhydrid; 

b) Reduktion der Nitrilgruppe mit LiH/LiAlH.; 

c) Biotinylierung der Verbindung mit dem akti- 
vierten Biotinylierungsreagenz (LC-BHNS) . 



Verfahren zur Bestimmung von 2 5 -Hydroxy- und 1,2 5-Di- 
hydroxy-Vitamin-Dj-Metaboliten in einer Probe, wobei 
das Vitamin-D3-Derivat aus Anspruch 1 verwendet wird. 

Verfahren zur Bestimmung von 2 5 -Hydroxy- und 1,2 5-Di- 
hydroxy-Vitamin-D3-Metaboliten nach Anspruch 6, wobei 
das Verfahren ein kompetitiver ELISA, RIA oder IRMA 
ist . 

Verfahren zur Bestimmung von 2 5 -Hydroxy -und 1,2 5-Di- 
hydroxy-Vitamin-D3-Derivaten nach Anspruch 6 und 7, 
umfassend die Schritte: 

a) Beschichten des Tragers mit Streptavidin; 

b) Zugabe der Biotin-Vitamin-Dj-Derivate; 

c) Zugabe der Probe und einer definierten Menge 
Vitamin-D3-Bindungsprotein; 

d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins mit 
markierten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikoirpern . 

Verfahren zur Bestimmung nach Anspruch 8, wobei die 
anti^Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper mit Peroxi- 
dase markiert sind. 

Verfahren zur Bestimmung von 2 5 -Hydroxy-und 1,25-Di- 
hydroxy-Vitamin-Dj-Derivaten nach Anspruch 6 und 1 , 
umfassend die Schritte: 

a) Beschichten des Tragers mit anti-Vitamin-D- 
Bindungsprotein-Antikorpern; 

b) Zugabe des Vitamin-D3 -Bindungsproteins ; 

c) Zugabe der Probe sowie eine definierte Menge 
Biotin-Vitamin-D3-Derivat ; 

d) Bestimmung der Menge gebundenes Derivat mit 
markiertem Streptavidin, 

Verfahren zur Bestimmung nach Anspruch 10, wobei das 
Streptavidin mit Peroxidase markiert ist. 




Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 11, wobei der 
Trager eine Mikrot iterplatte ist oder aus magnetischen 
Mikropartikeln besteht. 

Testkit zur Bestimmung von 2 5-Hydroxy-Vitamin-D3 in 

einer Probe, umfassend: 

eine beschichtete Mikrotiterplatte , 

ein biotinyliertes Vitamin-D3-Derivat der Forme 1 : 




Vitamin-Dj-Bindungsprotein, 
anti-Vitamin-Dj-Antikorper , 
Streptavidin, und 

Testkit nach Anspruch 12, umfassend Mikropartikel als 
Trag^rmaterial . 
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